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Introduccién.
La sepsis es una respuesta inflamatoria masiva frente a la infeccién, caracterizada por
estrés oxidativo, produccién de citoquinas y disfuncion mitocondrial, lo que puede
inducir fallo multiorganico y eventualmente, derivar en la muerte [1]. La administracion
de melatonina (MLT) ha demostrado tener efectos antioxidantes y antiinflamatorios y
mejorar la supervivencia de animales sometidos a sepsis [2]. Se sabe que ademas de
actuar en forma directa, MLT puede ejercer sus acciones antioxidantes a través de
receptores.
Objetivo.
Evaluar el efecto de MLT sobre el estrés oxidativo en mitocondrias y citosol hepaticos
de ratones knock out para el gen RORa (codifica la proteina RORa que representa un
receptor nuclear para MLT) sometidos a sepsis.
Materiales y métodos.
Se emplearon 4 grupos de ratones: WT (wild type), CROR (Control ROR, ratones
mutantes que no se sometieron a sepsis), S8H (ratones mutantes sacrificados tras 8h
de inducida la sepsis) y S+M (ratones mutantes tratados con MLT y sacrificados tras
8h de inducida la sepsis). La sepsis se indujo por ligadura y puncion cecal (CLP). Tras
el sacrificio se extrajo el higado y se separaron las fracciones subcelulares
(mitocondrias y citosol) por ultracentrifugacion diferencial. Se cuantificé glutation
reducido (GSH) y oxidado (GSSG) y se determind la actividad de Glutation peroxidasa
(GPx) y Glutation reductasa (GRd).
Resultados.
Contenido de glutation en citosol y mitocondrias

En la Fig. 1, panel izq., se observa una disminucién significativa del contenido
de GSH en citosol en los animales que fueron sometidos a sepsis (S8H) con respecto
a los grupos CROR y WT, situacion que no fue contrarrestada por MLT. En
mitocondrias (Fig. 1, panel der.) también se observa una caida significativa en el
contenido de GSH con respecto a CROR y WT, aunque en esta organela la presencia
de MLT (S+M) revirtié esta situacion.
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Figura 1. Contenido de GSH en citosol y mitocondrias hepéaticos. Los
valores expresan la media (¥) + el error estandar de la media (SEM).
Diferencias estadisticas con respecto al grupo WT se indican con el
simbolo a: p<0.05, aaa: p<0.001. Diferencias estadisticas con el grupo
CROR se indican con el simbolo *: p<0.05, ***: p<0.001 (ANOVA, Test de
Tukey).

La relacion GSSG/GSH en citosol (Fig. 2, panel izg.) se encontré6 aumentada en
los grupos S8H y S+M, por lo que no se observo un efecto protector por parte de MLT.
En mitocondrias (Fig 2, panel der.), en cambio, la relacion GSSG/GSH no varié
significativamente entre los grupos.
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Figura 2. Relacion GSSG/GSH en citosol y mitocondrias. Los valores
expresan ¥ + SEM. Diferencias estadisticas con respecto al grupo WT se
indican con el simbolo a: p<0.05. Diferencias estadisticas con el grupo
CROR se indican con el simbolo *: p<0.05 (ANOVA, Test de Tukey).

Actividad de GPx en citosol y mitocondrias

Segun la Fig. 3 no se observaron variaciones significativas entre los distintos
grupos con respecto a CROR en la actividad de GPx, en citosol ni en mitocondrias. En
mitocondrias, el grupo S+M presentd diferencias significativas sélo con respecto al
grupo WT.
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Figura 3. Actividad de GPx en citosol y mitocondrias. Los valores
expresan ¥ + SEM. Diferencias estadisticas con respecto al grupo WT se
indican con el simbolo a: p<0.05 (ANOVA, Test de Tukey).

Actividad de GRd en citosol y mitocondria
En la Fig. 4 se muestra que no existieron diferencias significativas en la
actividad de GRd entre los distintos grupos, tanto en citosol como en mitocondrias.
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Figura 4. Contenido de GRd en citosol y mitocondrias. Los valores
expresan ¥ + SEM. No existen diferencias significativas entre los grupos
(ANOVA, Test de Tukey).

Discusion.

El ciclo redox del glutation existe tanto en el citosol como en las mitocondrias
de la célula aunque la mitocondria no tiene la capacidad de sintetizar GSH.

Los resultados de este estudio demuestran que tras 8 h de inducida la sepsis,
en el citosol hepético ocurre un desbalance oxidativo que se evidencid por la
disminucion de GSH y el aumento de la relacién GSSG/GSH. Este estado no pudo ser
contrarrestado por MLT. La actividad de enzimas antioxidantes (GPx y GRd) no vari6
entre los distintos grupos. La falta de accién de MLT en citosol puede ser atribuido a
que los animales carecen de receptores nucleares RORa para MLT, ya que éstos
median la expresion de las enzimas antioxidantes y de la y-glutamil-cisteina sintasa,
necesaria para la sintesis de novo de GSH.

En las mitocondrias se observé una disminucién de GSH en el grupo S8H que
si pudo ser contrarrestada por MLT, aunque la relacion GSSG/GSH no varié entre los
grupos, por lo que tras 8 h de inducida la sepsis, la mitocondria es capaz de mantener
su balance redox. La actividad de enzimas antioxidantes no se modificé entre los



diferentes grupos, excepto la GPx en el grupo S+M que presentd un aumento
significativo con respecto al grupo WT. Podemos concluir que los efectos producidos
por MLT en mitocondrias son independientes de los receptores nucleares RORa vy
pueden deberse también a que MLT se acumula en estas organelas.
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